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[摘要] 尿路感染是临床中较常见到的一种感染性疾病,其发病率在感染性疾病中居第2位;目前诊断尿路

感染的金标准是清洁中段尿培养,其缺点是耗时长且影响因素多。16SrRNA 基因是一种分子标志物,通过对其可

变序列的分析,可快速鉴定细菌的种类,16SrRNA 基因聚合酶链反应(PCR)扩增技术广泛应用于细菌性阴道病、

脓毒血症及肠道菌群失调等疾病的致病微生物的诊断。本文就16SrRNA 基因PCR扩增技术在尿路感染诊断中

的可行性、先进性、实用性等方面进行综述。
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  尿路感染是指各种病原微生物在尿路中生长、繁殖引起

的尿路感染性疾病,是全球范围内常见的高发病。在感染性

疾病中,其发病率仅次于呼吸道疾病。国外人群尿路感染发

病率为2.0%~5.0%[1]。国内普通人群尿路感染发病率约

为0.91%[2]。目前,育龄期妇女、免疫力低下者、老年人和尿

路畸形者为尿路感染的好发人群。由于生理特点及解剖位

置等因素,女性成为尿路感染的易感人群,男女发病比例约

为1∶10[3]。

1 尿路感染分类

按照感染发生部位尿路感染可分为上尿路感染(多为肾

盂肾炎)和下尿路感染(包括膀胱炎和尿道炎);根据有无尿

路结构及功能的异常可分为单纯性尿路感染和复杂性尿路

感染。其中,复杂性尿路感染是指伴有结构或功能异常,或
者病人本身患有慢性肾实质性疾病,在此基础上又发生的尿

路感染。复杂性尿路感染具有易感染、易复发等特点,由于

多重耐药菌的存在,如产超广谱β-内酰胺酶大肠埃希菌和肺

炎克雷伯菌等,更使复杂性尿路感染的病程延长,病情复杂

反复,可导致肾脏功能的损伤,甚至发展成尿毒症,对病人健

康、生活质量及家庭经济等造成不利影响。

2 尿路感染诊断标准及检测方法

尿路感染者一般存在一定的尿路刺激征、感染中毒及腰

部不适等症状,尿路感染一般结合病人尿液性状及细菌学检

查结果进行诊断。尿常规是目前临床尿路感染常用的检测

手段,检测迅速简便、价格便宜,但存在易污染、影响因素多

等缺点。定量尿细菌培养是公认的诊断尿路感染的“金标

准”,以下情况可诊断尿路感染:膀胱穿刺尿培养存在细菌生

长。清洁中段尿行细菌定量培养≥108/L。如临床无症状,

要求2次中段尿培养细菌数均≥108/L,且为同一菌种,亦可

诊断为尿路感染[4]。必须指出,有明显膀胱刺激征的妇女,

尿中有较多白细胞,如中段尿含菌数≥105/L亦可拟诊为尿

路感染,并等待细菌培养结果。如果尿培养检测细菌数在

(107~108)/L间,则应该复查;若再次尿培养的结果仍在

(107~108)/L间,确诊则需行膀胱穿刺尿培养或者结合病

人的临床症状[5]。

清洁中段尿培养也存在一定的不足,首先是培养耗费时

间长,通常需要2~3d,不利于对尿路感染的快速诊断,且一

定程度上延误了治疗;其次,影响因素较多,如尿液收集不标

准,被污染;超过时间接种或技术错误等原因,可能导致一定

的假阳性率。若近期使用过抗菌药或尿液膀胱贮存时间过

短,甚至饮水过多等原因则会导致假阴性率。而且,尿培养

不能检测到生长缓慢、在有氧环境中死亡的细菌。

综上所述,目前临床上还没有一种价格低廉、检测迅速、

结果准确的诊断尿路感染检测方法。因此,寻找一种检测速

度更快、灵敏度更高、实施更简便且结果更可靠的筛检方法,

对于尿路感染的早期发现、早期治疗均有极其重要的意义。

3 人体微生态系统及研究方法

人体的微生态系统是由种类复杂数量繁多的微生物共

同组成的,微生态系统中的正常菌群与人体处于一个共生状

态,对促进人体生理功能的完善起极其重要的作用。微生态

系统中的菌群与机体相互依存、相互协调、互为利益又相互

制约[6]。泌尿道微生态系统是人体内极为重要的生态系统

之一,它在针对疾病防御机制方面起着重要的作用。菌群和

宿主之间、菌群和菌群之间、菌群和尿道环境之间在尿道内

始终保持着动态平衡,这种动态平衡对抵抗病原体入侵起着

决定性的作用。一旦这种动态平衡失衡,就可能导致疾病的

发生,比如当机体免疫力下降时由肠道细菌逆行感染即可引

起尿路感染。

目前,非培养法常用于微生物生态学的研究,其中,

16SrRNA 基因是一种分子标志物,通过对可变序列的分析,

与数据库数据比较,可确定细菌间的种系发生学关系,并进
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行分类鉴定。因此,16SrRNA 基因聚合酶链反应(PCR)扩
增技术广泛应用于细菌性阴道病、尿道炎、脓毒血症及肠道

菌群失调等疾病的致病菌研究[7-10]。当今,应用非培养法检

测细菌性阴道病已成为研究热点,且16SrRNA 基因PCR
扩增技术是目前检测阴道微生物最常用的非培养检测技术。

考虑到泌尿道与阴道相互邻近,且尿路病原菌大多来源于直

肠,两者病原菌相似,阴道病原菌定植可增加复发性尿路感

染的发生,因此,用该技术检测泌尿道致病微生物应该具有

可行性。

目前,已有用16SrRNA 基因检测法鉴定细菌培养阴性

的成年女性膀胱病原体的研究[11]。该研究表明,女性膀胱

中明确存在细菌培养阴性的细菌,但其是否能繁殖和导致原

发性尿路感染机制还不明确。PEARCE等[12]的研究显示,

通过16SrRNA 基因检测急迫性及非急迫性尿失禁女性尿

道菌群组成,二者存在明显差异,这表明某些泌尿道微生物

菌群在女性尿道健康方面扮演重要角色。另一研究表明,可
以通过16SrRNA 的高通量测序扩增子评估女性尿液菌群

多样性,通过检测健康女性尿液,可提高导致疾病的致病菌

的种类和种属的分辨率[13]。谢良伊等[14]应用16SrRNA
PCR技术检测致病菌为淋球菌的泌尿生殖道感染,该技术

检测淋球菌模板的下限为6.41×10-7g/L,显示其检测泌尿

生殖道淋球菌感染具有简便、特异、快速的特点,可作为女性

宫颈分泌物及尿液标本的检测手段。HAGIYA等[15]应用

16SrRNA 技术确诊1例致病菌为脑膜败血伊丽莎白金菌的

肾造瘘相关的尿路感染。有研究表明,可以通过实时PCR
技术从 HIV阳性和阴性病人尿液中检测衣原体并确定其患

病率[16]。SIDDIQUI等[17]通过16SrDNA序列测定技术,研
究间质性膀胱炎女性病人与无症状健康女性尿液的菌群差

异,发现前者尿液菌群的多样性及丰度下降,而乳杆菌的丰

度升高,研究表明高通量测序分析是更好地了解间质性膀胱

炎尿微生物群的有力工具。

4 16SrRNA 基因序列

16SrRNA 基因是编码相对应的rRNA的 DNA序列,

不存在于病毒和真菌中,只存在于细菌的染色体基因组中,

约由1540个核苷酸组成,含有多个拷贝。16SrRNA 基因

具有缓慢进化、高度保守等特点。因此,常用其作为细菌

PCR扩增的目标序列。16SrRNA 基因序列另一优势是其

总长度适宜,结构较其他序列完整,更有利于细菌分类的研

究。判断是否存在细菌,可以通过设计保守区的引物PCR
来检测,对共同引物PCR之间的扩增产物可变序列进行分

析,将检测到的细菌序列数据与16SrRNA 基因数据库中的

数据进行比较,可确定各种细菌之间的种系发生学关系,并
进行分类和鉴定。

16SrRNA 基因PCR扩增检测技术与其他感染性疾病

诊断方法相比,具有更高的灵敏度和特异度,高度的特异性

使其检测能力更强,高灵敏度使其检测时间更短[18]。其次,

该技术对微生物的分离培养为非培养技术方法,检测细菌

16SrRNA 基因序列的PCR扩增产物,因此,不受应用抗生

素的影响,能快速鉴定出死亡的细菌种类和目前人工无法培

养的微生物,而且可以发现新的微生物种类,非常适于标本

直接检测与快速鉴定[19]。目前,该技术也存在一定的不足,

通过检测细菌丰度来相对定量,并进一步通过定量来确定优

势菌的构成比例,但对含量极低的菌种,检出是受限的[20]。

其次,该检测花费比尿常规及中段尿培养要高,且PCR的扩

增过程中容易导致交叉扩增反应,从而出现假阳性结果[21]。

而且,采用16SrRNA 基因测序法对微生物分离鉴定时,可
能出现核酸污染等情况,出现假阳性,因此,要注意避免该情

况的发生,在检测标本时要控制细菌的污染。

目前,主要采用非培养法检测微生物,而采用PCR扩增

16SrRNA 区间多态性己在多种疾病研究当中应用于细菌

的快速检测与鉴定。随着对16SrRNA 的基础理论和临床

研究不断深入,实时PCR检测尿路感染病原菌作为补充诊

断证实是可行的,其本身的优势,可以迅速鉴定尿路感染病

人尿路中的微生物,通过对比确定致病菌。随着分子生物学

理论和科学技术的迅速发展,从分子水平对尿路感染致病菌

进行分类及鉴定将成为一种趋势,将来可能成为尿路感染极

有价值的诊断方法。
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(上接第365页)甚至认为,SLE与溃疡性结肠炎共存纯属偶

然事件[11]。

SLE并发结直肠溃疡与炎症性肠病均可出现腹痛、腹
泻、黏液脓血便等临床表现。溃疡性结肠炎镜下可表现为肠

黏膜弥漫性充血水肿,多发浅溃疡形成,病变呈连续性及弥

漫性分布;病理检查可见中性粒细胞浸润、隐窝脓肿等。克

罗恩病镜下多表现为回肠末端纵形裂隙状溃疡,铺路石样外

观,溃疡之间黏膜正常;病理检查可见非干酪样肉芽肿。

SLE并发结直肠溃疡镜下及病理表现并不特异,因此鉴别较

为困难。我国近期报道的1例SLE并发克罗恩病的诊断是

依据术中病理检查确定的[12]。

2.4 治疗

SLE并发结直肠溃疡非常危险,随时可能出现溃疡穿孔

甚至危及病人生命,因此早期诊断早期治疗能够显著改善预

后,避免不必要的手术,提高生活质量。目前,SLE并发结直

肠溃疡尚无统一治疗方案。大部分病人对糖皮质激素反应

良好[2,4,13],联合应用免疫抑制剂,如环磷酰胺、麦考酚酯等

也可获得较好疗效[3-4,14]。此外,让胃肠道充分休息,肠外营

养及维持水、电解质平衡也很重要。
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